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【研究目的】C4植物は葉肉細胞と維管束鞘細胞の２細胞で C4回路を用いて CO2濃縮し、維管束鞘細胞で CO2
固定を行う。このため、C4植物の葉内構造は発達した維管束鞘細胞の周りの柵状組織の葉肉細胞が１層にな
る構造を持つ。また、C4型代謝経路で働く NADP- ME、PPDK、PEPCは葉肉細胞または、維管束鞘細胞に
特異的に高発現している。本研究で使用する Flaveria 属には、C3型から C4型への進化の途中段階と考えら
れている、C3-C4中間型 F. floridana と C4-like 型 F. browniiが存在する。それらは進化的に近いので別種間
で交雑することができ、先行研究において F2世代が作製されている。C3-C4中間型は柵状組織の葉肉細胞は
２層になっており、C4型代謝酵素は細胞非特異的に発現する。C4-like 型の葉は柵状組織の葉肉細胞が１層、
また２層の場合でも２層目は小さく長軸方向の長さが短い細胞で構成されており、C4型代謝酵素は細胞特異
的に発現する。F2世代では、これらの形質が分離する。この F2世代を用いて解析を行うことにより、C3-C4
中間種と C4-like 種で違いのある C4型形質に関与する因子がわかるのではないかと考えた。本研究では、F2
世代を用いて、葉内構造の形成、NADP-MEと PPDK の発現量、NADP-MEと PPDK の発現領域、RuBisCO
の発現領域の指標となるデンプンの存在領域を解析した。 
 
【実験方法】92個体の F2個体において C4-like 型葉内構造が出る割合を調べ、幾つの因子が葉内構造形成に
関与しているか予測した。F. browniiと F. floridana の種間交雑 F1及び 42個体の F2個体において、NADP-
MEおよび PPDK の発現量を qRT-PCRによって解析した。NADP-ME1について F. browniiの配列を用い
て NADP-ME1プローブを作製し、F. brownii 、F. floridana および NADP-ME1の発現量が高い値を示す
8個の F2個体において、NADP-ME1の発現領域を in situ hybridization により解析した。最後に、デンプ
ンの存在領域をルゴール染色により調べた。 
 
【実験結果と考察】】F2個体において、C4-like 型葉内構造の出現頻度は約 27%であった。メンデル遺伝よ
り、葉内構造の形態を決定している因子は、劣勢の因子１つにより決定されていると考えられた。F2集団
における NADP-ME1と PPDK の発現量を調べた結果、どちらも F. browniiより高い発現を示す個体が約
12%の割合で存在していた。発現量を制御する因子が 1因子では F. browniiよりも高い発現を説明できない
ため、NADP-ME1や PPDK の発現量を制御している因子は F. floridana程度まで発現量を上昇させる優性
因子と F. brownii程度まで発現量を上昇させる半優性因子の 2因子であると考えられる。これらの、
NADP-ME1と PPDK の発現量を制御する 4因子が完全に独立している場合の出現頻度を算出したとこ
ろ、実験結果の出現頻度と大きく異なっていたことより、NADP-ME1と PPDK の発現量を調節している因
子は同一ではないが互いに近座しており、強く連鎖していると考えられる。次に、F2個体を用いて in situ 
hybridization を行った結果、NADP-ME1の mRNA は維管束鞘細胞で強く発現する F. brownii型の個体
や、葉肉細胞と維管束鞘細胞で同程度発現する F. floridana 型の個体が存在していた。F2世代において
NADP-ME1の発現領域、発現量、C4型葉内構造を持つ個体に相関はなかった。デンプンの存在領域を調べ
た結果、F2世代には F. floridana型から F. brownii型の個体まで段階的なデンプンの蓄積が見られたことよ
り、デンプンの維管束鞘細胞への限定化に関与する因子は複数存在すると示唆された。以上のことより、葉
内構造を決定する因子、NADP-ME1の発現量を上昇させる因子、PPDK の発現量を上昇させる因子、
NADP-ME1の発現領域を決定する因子、RuBisCO の発現領域を決定する複数の因子が存在すると考えら
れる。 
